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論文内容要旨
第一一章序論
 近年,生体における高度な分子認識を模倣する多くの試みがなされ,水素結合形成を利用する種々の
 有機試薬が開発されてきた。しかし,これらの水素結合性有機試薬の認識機能は低極性有機溶媒中での
 み発現され,水溶液中における分子認識機能の発現は非常に困難な状況にあった。本研究では,液液界
 面及び核酸脱塩基部位を分析反応場として利用することに着目し,水素結合性有機試薬を水系に適用す
 ることを試みた。
 第.二章液液界面を反応場とするアニオン認識
 イオン選択性電極などのセンサー開発において,リン酸イオンに対する選択性を発現させることは困
 難な課題の一つである、,これは,リン酸イオンが極めて親水性であるためで,その脱水和エネルギーの
 克服が容易でないことによる。一'方,当研究室では,これまでに,液液界皿1では水素結合が効率良く機
 能すること〔」.ハη1.Clle1η.Soc.1998.120,11534-11535.〉,さらに,TU-B!5C5(チオ尿素一ベンゾ15クラ
 ウン5共役体/が界lnl吸着を伴ってH、po、と特異的に錯形成し,その際には,Na告との同時認識が必要であ
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 ることを見出している(ノVew∫α1em.,2002,26,llO2-!工04.)。このような界面錯形成反応の特異性を利用
 することにより,イオン選択性電極等では達成困難なリン酸イオンの選択的検出が可能になると期待で
 きるが,TU-B15C5の界r自1吸着性(吸着定数κ、,、,lL5×10!M1)は低く実際分析への応用は期待しがたい。
 本研究では,同時認識の必要性の検討,及びより強力な界面吸着性試薬の開発を目的として,クラウン
 環サイズを変えたTU-Bi8C6(チオ尿素一ベンゾ18クラウン6共役体)を新規合成し,L2一ジクロロエタン
 (DCE)/水界面における錯形成挙動を動的滴容法により検討した。その結果,TU-B18C6がH,PO.しを高選択
 的に認識しうることを見出すとともに,TU-B15C5と比較してその界面吸着性を大幅に増加させることに
 成功した。また,TU-B15C5の場合と同様に,TU-B18C6の界面吸着性は水相中の金属イオン種に依存し,
 H!PO、一に対する認識機能の発現にはK+の存在が必要になる(κ、,、、/M1:Li珪PO、:7.OOO±1,000;NaH2POl:
 9.000±5,000;KHpO1:53.000±5,0(〕O)。これは,クラウン環へ金属イオンが配位することに基づくチオ尿素
 部位の水素結合供与性の増加,あるいは電荷中和による界面吸着性の向上に起因するものと考察できる。
 実際分析への1、邑1用には,さらに強力な界面吸着性試薬の開発を必要とするものの,本研究で得られた
 結果は,イオン選択性電極等では達成困難なリン酸イオンセンサーを開発する.ヒで有用な知見になりう
 ると期待できる。
 第三章DNA脱塩基部位を反1,已1場とする核酸塩基認識
 DNA脱塩基部位(APsiしe)を反応場として利用することにより,完全水溶液中においても水素結合を
 介した核酸塩基認識が達成できること,また,2-amino-7-methy1-1,8-naphthyridine(AMND)がシトシン
 (C)選択的な蛍光試薬として機能することが見出されている(ノ.ハ1}1.Cllem.Soe.2003,125,8982-8983.)。
 本研究では水素結合性試薬として生体由来のプテリン(pterh1)に着目し,APslte含有モデルニ重鎖(5㌧
 TCCAGXGCAAG3γ3「一AGGTCGCGTTG-51,X二APsite,Ω=targetnucleotide)との相互作用を,DNA
 融解温度測定及び蛍光測定により評価した(pH7.0.仁0.!!M,at5℃)。その結果,プテリンがグアニン(G)
 と高選択的に錯形成しうることを見1[1-1した(G>C〉〉A,T)。これは,Gとのフトソンークリック型類似の三点
 水素結合形成に基づくものと考察できる。また,Gとの1:!結合定数はAPsiteの構造に大きく依存し,
 塩基部位のみが欠損したdspacerでは0,88×105M!であるのに対して,塩基およびリボース部位が欠損した
 SpacerC3では6.2×105M1となった。マイクロカロリメーターによる熱力学的パラメータの検討では,結
 合定数の増加がエンタルピー由来であることから(dsl)acer:△σof-6.3kcal/mol,ムHof-13.!kcal/molalld
T△50f-6.8kcal/mol;spacerC3:△θof-7.4kcal/mol,△Hof-15.2kcal/molalldT△Sof-7.8kcal/mol),
 spacerC3を用いることでスタッキングなどの分子間相互作用が向上することが示唆される。以上のよう
 に,本研究では,プテリンがG選択性リガンドとして機能することを明らかにするとともに,脱塩基部位
 の空間構造制御がリガンドの効果的な機能発現に重要であることを明らかにした。
 第四章核酸脱塩基部位の構造制御
 第三章で得た結果を踏まえて,APsiteの構造制御による結合力強化を達成するため,A型構造をとる
 RNAIDNA二重鎖(塩基間距離:0.2811m)形成に着目した。種々のリガンドについて検討した結果,丁
 選択性リガンドであるアミロライド(amiloride,C/1em.Com111と'f}.2006,!185-1187.)の1:1結合定数が,
 1.2×!αM'1(pH7.0,1=0.llM,at5℃)に達することを見出し,B型構造をとるDNAIDNA二重鎖(塩
 基間距離:0.34nm)の場合(0.067×1αM'1)と比べて約18倍の結合力強化を達成した。結合親和力増加の
 起因を明らかにするため,熱力学的パラメータの算出を行ったところ,結合親和力の向上が非電解質効
 果の寄与およびエンタルピー項に起因することが分かった。従って,アミロライドとTとの結合では,塩
 基間距離の短いRNAIDNA二重鎖を用いることで,スタッキングなどの分子間相互作用が向上するもの
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 と考察できる。以一ヒの結果は,脱塩基部位の空間構造制御の重要性を改めて示唆するもので,本系にお
 いてRNAIDNA二重鎖形成が極めて有効な手段になりうることを明らかにした。
 第五章チミン選択性リガンドの開発
 核酸類似、の水素結合形成部位に加えて,優れた蛍光特性(蛍・光量子収率:0.28,蛍光極大波長:530nm)
 を有するリボフラビン(ビタミンB,)に着目し,その核酸塩基認識機能を評価した。その結果,リボフラ
 ビンがチミンに対して高選択性.並びに高親和性を発現すること(1:1結合定数/10hM1:T:L8.C:0.42、G:
 0.O!8,A:0.035)を見出し,チミン桧山リガンドとして機能することを明らかにした。
 ん氏'一Lユh・冠』雪/x
 弔ハ早司1剛岡
 本研究で得られた結果,および知見について総括した。
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 論文審査の結果の要旨
 本論文は,水素結合性有機試薬を水系に適用することに着目し,液液界面及び核酸脱塩基部位におけ
 る有機試薬の機能解析に関する研究成果を報告したものである。
 第一章では,序論として,アニオン認識および核酸塩基認識に関する現状と本研究の日的について記
 述している。
 第二章では、TU-B18C6(チオ尿素一ベンゾ18クラウン6共役休)を新規合成し,1.2一ジクロロエタン
 (DCE)//水界面における錯形成挙動を動的滴容法により検討している。その結果,TU-B18C6がH、PO、を高
 選択的に認識しうるこ・とを見出すとともに,HPO…'に対する認識機能の発現にはK↑との同時認識が必要に
 なることを明らかにしている。実際分析への応用には,さらに強力な界面吸着性試薬の開発を必要とす
 るものの,ここで得られた結果は,イオン選択性電極等では達成困難なリン酸イオンセンサーを開発す
 る上で有用な知見になりうると期待できる,、
 第三章では,DNA脱塩基部位(APsite)を反応場として利用することに着1」し,生体由来のフ[テリン
 とAPshe含有モデル』二重鎖との相互作用を評価している,,その結果,プテリンがAPsheの向側のグアニン
 と高選択的に錯形成しうることを見出している。また,ブテリンの結合親和力はAPsheの構造に大きく
 依存し,SpacerC3修飾型APsiteDNAの利用により結合親和力が著しく向しすることを明らかにしてい
 る。さらに,熱力学的パラメータの検討から,結合定数の増加がエンタルピー由来であることを明らか
 にしているく,
 第四章では,APsiteの構造制御による結合力強化を達成するために,A型構造をとるRNAIDNA二重
 鎖形成に着目,丁選択性リガンドであるアミロライドの結合親和力の著しい向上を達成している。さらに,
 熱力学的な解析を行い,結合力の向上がエンタルピー由来であることを明らかにしている。、以上の結果
 は,脱塩基部位の空間構造制御の重要性を明瞭に示唆するものといえ,本系においてRNAIDNA二重鎖
 形成が極めて有効な手段になりうると期待できる、、
 第五章では,優れた蛍光特性を有するリボフラビン(ビタミンB、)に着目,その核酸塩基認識機能を評
 価している。その結果,リボフラビンがチミンに対して高選択性並びに高親和性を発現することを見出
 し,チミン検出リガンドとして機能することを明らかにしている。
 第六章では,本研究で得られた知見を総括している。
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 以しの研究成果は,論文著者が自立して研究活動を行うに必要な高度の研究能力と学識を有すること
 を示している。したがって,許春燕君提出の論文は,博士(理学)の学位論文として合格と認める。
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